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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(g) Neuefur das lipB-Gen kodierende Nukleotidsequenzen 

@ Die Erfindung betrifft isolierte Polynukleotide, enthal- 
tend eine Polynukleotidsequenz, ausgewahit aus der 
Gruppe 

a) Polynukieotid, das mindestens zu 70% identisch Ist mlt 
einem Polynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, das 
die Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, das eine 
Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% iden- 
tisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2, 

c) Polynukleotid, das komplementar ist zu den Polynu- 
kleotiden von a) oder b), und 

d) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 aufeinander- 
folgende Nukleotide der Polynukleotidsequenz von a), b) 
Oder c), 

und Verfahren zu r fermentativen Herstellung von L-Ami- 
nosauren unter Verwendung von coryneformen Bakte- 
rien, in denen zumindest das lipB-Gen abgeschwacht vor- 
h'egt, und die Verwendung der Polynukleotiden, die die er- 
I findungsgemaSen Se^uenzen enthalten, als Hybridisie- 
rungssonden. 
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Beschreibung 

10001] Geecnstand der Erfinciung sind fiir das lipB-pen kodierende Nukleoiidsequcnzcn aus cbryncfonnen Baktcricn 
und ein Vcrfahren zur fenneniaiiven HersicUung von Aininosiiuren. insbesondere L-Lysin, durch Abschwachung des 
5 lipB-Gens. Das lipB-Gen kodiert fiir die Lipoproiein-Ligase B. 

Stand der Technik 

1 00021 L-Aininosauren, insbesondere L-Lysin, linden in der Hunianniedizin und in der pharmazeuiischcn Industrie, in 

10 der Lebensmiueiindusme und ganz besonders in der Tieremahrung Anwendung. 

[0003] Es ist bekannu dass Aminosauren durch remieniation von Stammen corynefomier Baktericn, insbesondere Co- 
ry nebacierium gluiamicunu hergestellt. werden. Wegen der grossen Bedeutung wird standig an der Verbesserung der Her- 
srellverfahren gearbeitei. Verfahrensverhesserungen konnen fermentat.ionstechmsche Massnahmen wie zum Beispiel 
Riihrung und Versorgung niit SauersLoft\ oder die Zusammensetzung der Nahrmedien, wie zuin Beispiel die Zuckerkon- 

15 zentration wahrend der Fermentation, oder die Aufarbeitung zur Produktfomt durch zuni Beispiel lonenaustauschchro- 
matographie oder die inirinsischen Leistungseigenschatten des Mikroorganismus selbsr beu-effen. 
[0004] Zur Verbesserung der Leisiungseigenschaften dieser Mikroorganismen werden Methoden der Muiagenese, Se- 
lektion und Mutantenauswalil angewendet. Auf diese Weise Erhalt man Siamme, die resistent gegen Antimetabolite oder 
auxoiroph fur regulatorisch bedcuisaine Metabolite sind und die Aminosauren produzieren. 

20 [0005] Seit einigen Jahren werden ebenfalis Methoden der rekombinanien DNA -Technik zur Stanini verbesserung von 
L-Aminosaure-produzierenden Stammen von C'orynebacterium eingesetzL. 

Aufgabe der Erfindung 

25 [0006] Die Erfinder haben sich zur Aufgabe gestellt, neue Massnahmen zur verbesserten fermentativen Herstellung 
von Aminosauren, insbesondere L-Lysin, bereitzustcllen. 

Beschreibung der Erfindung 

30 [0007] Werden im folgenden L-Lysin oder Lysin erwahrit, sind damit auch die Salze wie z. B. Lysin-Monohydrochlo- 
rid Oder Lysin-S ulfat genieint. . [-^ 

[0008] Gegenstand der Erfindung ist ein isoliertes Polynukleotid aus coryneformen Bakterien, enthaltend eine fiir das. 
lipB-Gen kodierende Polynukleotidsequenz, ausgewahlt aus der Gruppe 

35 a) Polynukleotid, das mindestens zu 70% ideniisch ist mit einem Polynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, das- 

die Aminosauresequenz von SEQ ED No. 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert. das eine Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% iden- 
tisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2, 

c) Polynukleotid, das koraplementar ist zu den Polynukleotiden von a) oder b), und 

40 d) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 aufeinanderfolgende Nukleotide der Polynukleoddsequenz vori a), b) 

Oder c), 

wobei das Polypeptid bevorzugt die Aktivitat der Lipoprotein-Ligase B aufweist. 

[0009] Gegenstand der Erfindung ist ebenfalis das oben genannte Polynukleotid, wobei es sich bevorzugt um eine re- 
45 plizierbare DNA handelt, enthaltend: 

(i) die Nukleotidsequenz, gezeigt in SEQ ED No. 1 oder 

(ii) mindestens eine Sequenz, die der Sequenz (i) innerhalb des Bereichs der Degeneration des genetischen Kodes 
entspricht, oder 

50 (iii) mindestens eine Sequenz, die mit den zu den Sequenzen (i) oder (ii) komplementaren Sequenzen hybridisiert, 

und gegebenenfalls 

(iv) funktionsneutralen Sinnmutationen in (i). 

[0010] Weitere Gegenstande sind: 
55 eine replizierbares Polynukleotid, insbesondere DNA, enthaltend die Nukleotidsequenz, wie in SEQ ED No. 1 dargeslelU; 
ein Polynukleotid, das tiir ein Polypeptid kodiert, das die Aminosauresequenz, wie in SEQ ID No. 2 daigestellt, enthalt; 
ein Vektor, enthaltend Teile des erfindungsgemassen Poiynukleodds, mindestens 15 aufeinanderfolgende Nukleotide der 
beanspruchten Sequenz 

und coryneforme Bakterien, in denen das lipB-Gen, insbesondere durch eine Insertion oder Deletion, abgeschwacht ist. 
60 [0011] Gegenstand der Erfindung sind ebenso Poly nukleotide, die im wesentlichen aus einer Polynukleotidsequenz be- 

stehen, die erhaltlich sind durch Screening mittels Hybridisierung einer entsprechenden Genbank eines coryneformen 

Bakteriums, die das voUstandige Gen oder Teile davon enthalt, mit einer Sonde, die die Sequenz des erfindungsgemassen 

Polynukleotids oder ein Fragment davon enthalt und Isolierung der gcnannten Polynukleotidsequenz. 

[0012] Poly nukleotide, enthaltend die Sequenzen gemass der Erfindung, sind als Hybridisierungssonden fur RNA, 
65 cDNA und DNA geeignet, um Nukleinsauren, beziehungsweisc Polynukleotide oder Gene in voller Lange zu isolieren, 

die fiir die Lipoprotein-Ligase B kodieren oder um solche Nukleinsauren beziehungsweise Polynukleoiidc oder Gene, zu 

isolieren, die eine hohe AhnHchkeit mit der Sequenz des lipB-Gens aufweisen. 

[0013] Polynukleoddscquenzen gemass der Erfindung sind weitcrhin als Primer geeignet, mit deren Hilfe mit der Po- 




n 



DE 100 42 739 A i 



iyiiierasc-Kcucnrcakiion (PCR) DNA von Genen hergesicllt. werdcn kann, die fur die Lipoproiein-Ligasc B kodicren. 
fboi4| Solchc als Sonden oder Primer diencnde Oligonukleoiidc enihaken mindesiens 30, bcvor/.ugi niihdesiens 20, 
eanz besondcrs bcvorzugi inindestens 15 aufeinanderfolgende Nukleoiide. Geeignc^l. sind cbcntalls Oligonukleoiidc mil. 
einer Lange von inindestens 40 oder 50 Nukieotiden. 

[0015] "Isoliert" bedeuret aus seineni nalurlichen Umfeld herausgetrennt. 5 
(00161 "PolynukleoLid" bezieht sich ini allgemeinen auf Polyribonukleotide und Polydeoxyribonukleoiide, wobci es 
sich uin nichi niodiftzierte RNA oder DNA oder niodiftziene RNA oder DNA handeln kann. 

[0017] Die Polynukleotide gemass Erfindung schliessen ein Polynukleoiid gemass SEQ ID No. I oder ein daraus her- 
gesieiiies Fragment, und auch solche ein, die zu wenigstens 70%, bevorzugL zu wenigsrens 80% und besonders zu wenig- 
siens 90% bis 95% ideniisch sind mil dem Poiynukieodd gemass SEQ ID No. 1 oder eines daraus hergesiellien Frag- lo 
nients. 

[0018] Unter "Polypeptiden" versteht man Peptide oder Proteine, die zwei oder melir uber Peptidbindungen verbun- 
dene Aniinosauren enrhalten. 

[0019] Die Polypeptide gemass Erfindung schliessen ein Polypepdd gemass SEQ ID No. 2, insbesondere solche mit 
der biologischen Akti vital der Lipoprotein-Ligase B und auch solche ein, die zu wenigstens 70%, bevorzugt zu wenig- 15 
stens 80% und besonders zu wenigstens 90% bis 95% identisch sind mit dem Poiypeptid gemass SEQ ID No. 2 und die 
genannte Akiivitat aut'weisen. 

[0020] Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur fermentauven Herstellung von Aminosauren, insbesondere 
L-Lysin, unier Verwendung von corynefomien Bakterien, die insbesondere bereits Aminosauren produzieren und in de- 
nen die fiir das lipB-Gen kodierenden Nukleotidsequenzen abgeschwacht, insbesondere ausgeschaitei oder auf niedri- 20 
gem Niveau exprimiert werden. 

[0021] Der Begriff " Abschwachung" beschreibt in diesem Zusammenhang die Verringerung oder Ausschaltung der in- 
trazellularen Aktivitai eines oder mehrerer Enzyme (Proteine) in einem Mikrooiganismus, die durch die entsprechende 
DNA kodiert werden, indem man beispielsweise einen schwachen Promoter verwendet oder ein Gen bzw. AUel verwen- 
dei, das fur ein entsprechendes Enzym mil einer niedrigen Aktivitat kodiert bzw. das entsprechende Gen oder Enzym 25 
(Protein) inakiivieri und gegebenenfalls diese Massnahiiien koiiibinien. 

[0022] Die Mikroorganismcn, die Gcgcnstand der vorlicgcndcn Erfindung sind, konncn Aminosauren, insbesondere L- 
Lysin aus Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, Starke, Cellulose oder aus Glycerin und Ethanol 
herstellen. Es kann sich um Vertreter coryneformer Bakterien insbesondere der Gattung Corynebacterium handeln. Bei 
der Gattung Corynebacterium ist insbesondere die Art Corynebacterium glutamicum zu nennen, die in der Fachwelt fiir 30 
ihre Fahigkeit bekannt ist, L- Aminosauren zu produzieren. -Z 
[0023] Geeignete Stamme der Gattung Corynebacterium, insbesondere der Art Corynebacterium glutamicum (C. glu-. 
tamicum), sind besonders die bekannten Wildtypsiamme 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 

Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806 35 
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870. 
Corynebacterium melassecola ATCC17965 
Corynebacterium thermoaminogenes FERMBP-1539 
Brevibacterium flavum ATCC14067 

Brevibacterium laclofermentum ATCC 13869 und 40 
Brevibacterium divaricatum ATCC14020 

oder daraus hergeslellte L-Aminosauren produzierende Mutantcn beziehungsweise Stanmic, wie beispielsweise die L- 
Lysin produzierende n Stamme 
Corynebacterium glutamicum FERM-P 1709 

Brevibacterium flavum FERM-P 1708 45 
Brevibacterium laclofermentum FERM-P 1712 
Corynebacterium glutamicum FERM-P 6463 
Corynebacterium glutamicum FERM-P 6464 
Corynebacterium glutamicum DM58- 1 

Corynebacterium glutamicum DG52-5 50 
Corynebacterium glutamicum DSM 5715 und. 
Corynebacterium glutamicum DSM 12866 

[0024] Den Erfindem gelang es, das neue, fiir die Lipoprotein-Ligase B kodierende lipB-Gen von C. glutamicum zu 
isolieren. 

[0025] Zur Isolierung des lipE-Gens oder auch anderer Gene von C. glutamicum wird zunachst eine Genbank dieses 55 
Mikroorganismus in Escherichia coli (H. coli) angelegl. Das Anlegen von Genbanken ist in ailgemein bekannten Lehr- 
buchem und Handbuchern niedergeschrieben. Als Beispiel seien das Lehrbuch von Winnacker: Gene und Klone, Eine 
Einfiihrung in die Geniechnologie (Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland, 1990), oder das Ilandbuch von Sambrook et 
al.: Molecular Cloning; A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) genannt. Eine sehr bekannte 
Genbank isidie des E. coli K-12 Stammes W3110, die von Kohara elal. (Cell 50, 495-508 (1987)) in X-Vektoren ange- . 60 
legt wurde. Bathe ct al. (Molecular and General Genetics, 252: 255-265, 1996) beschreiben eine Genbank von C. gluta- 
micum ATCC 1 3032, die mit Hilfe des Cosmidvekiors SuperCos I (Wah\ ei al., 1987, Proceedings of the National Aca- 
demy of Sciences USA, 84: 2160-2164) im E. coli K-12 Stamm NM554 (Raleigh et al., 1988, Nucleic Acids Research 
16: 1563-1575) angelegt wurde. Borraann et al. (Molecular Microbiology 6(3), 317.-326 (1992)) wiederum beschreiben 
eine Genbank von C. glutamicum ATCC 13032 unter Verwendung des Cosmides pHC79 (Hohii und Collins, 1980, Gene 65 
11.291-298). 

[0026] Zur Herstellung einer Genbank von C. glutamicum in E. coli konnen auch Plasmide wie pBR322 (Bolivar, 
1979, Life Sciences, 25, 807-818) oder pU(:9 (Vieira et al.. 1982. (jene, 19: 259-268) verwendci werden. Als Wine eig- 
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ncn sich bcsondcrs solche E. coii-Slaiiiine, die restrikiions- und rekoriibinaiionsdcreki sind wic beispieJsweise dcr 
Siaiiun DH5a (Jeffrey H. Miller: "A Short Course in Bacierial Genetics, A Laboraiory Manual and Flandbook for Esche- 
richia coli and Related Bacteria", Cold Spring Harbour Laboratory Press, 1992). 

[0027] Die luit Hilfe von CosiTiiden oder andercn ^-Vcktoren klonierten iangen DNA-Fragnieni.c konnen anschliessend 
5 wiederiiin in gnngige fiirdic DNA-Sequenzierung geeignetc Vektoren subkJonien werden. 

[00281 Methoden zur DNA-Sequenzierung sind unier andereni bei Sanger el. al. (Proceedings of the National Acadeinv 
of Sciences of the United Slates of America USA, 74: 5463-5467, 1977) beschrieben. 

[00291 Die erhaiienen DNA-Sequenzen konnen dann mit. be kannten Algoriihnien bzw. SequenzanaJyse-Progranimen 
wie z. B. dein von Siaden (Nucleic Acids Research 14, 217-232(1986)), deni von Marck (Nucleic Acids Research 16, 
10 1829-1836 (1988)) oder deni GCG-Programin von Builer (Mediods of Biochemical Analysis 39. 74-97 (1998)) unier- 
sucht werden. 

[0030] Auf diese Weisc wurde die neue fur das lipB-Gen kodierende DNA-Sequenz von C. gluiamicum erhalten. die 
als SEQ ID No. 1 Besrandreil der vorliegenden Erfinriung isi.. Weiterhin wurde aus der vorliegenden DNA-Sequen?" mir. 
den oben beschriebenen Methoden die Aminosauresequenz des entsprechenden Proteins abgeleitet. In SEQ ID No. 2 ist 
15 die sich ergebende Aminosauresequenz des lipB-Genproduktes dargestellt, 

[0031] Kodierende DNA-Sequenzen, die sich aus SEQ ID No, 1 durch die Degenerierlheit des genetischen Kodes er- 
geben, smd ebenfalls Bestandteil der Ertindung. In gleicher Weise sind DNA-Sequenzen, die mil SEQ ID No. 1 oder Tei- 
len von SEQ ID No. 1 hybridisieren, Bestandteil der Erfindung. In der Fachwelt sind weiterhin konservadve Aminosau- 
reaustausche wie z. B. Austausch von Glycin gegen Alanin oder von Asparaginsaure gegen Glutaminsaure in Proteinen 
als "Sinnmutationen" (sense mutations) bekannt, die zu keiner grundsatzlichen Veranderung der Aktivitai des Proteins 
fuhren, d. h. funktionsneuiral sind. Weiterhin isl bekanni, dass Anderungen am N- und/oder C-Terminus eines Proteins 
dessen Funkuon nichi wesentlich beeintrachugen oder sogar stabilisieren konnen. Angaben hierzu findet derFachmann 
unter anderem bei Ben-Bassat et al. (Journal of Bacteriology 169: 751-757 (1987)), bei O'Regan et al. (Gene 77- 
237-251 (1989)), bei Sahin-Toth et al. (Protein Sciences 3: 240-247 (1994)), bei Hochuli et al. (Bio/Technology 6: 
1321-1325 (1988)) und in bekannten Lehrbuchem der Genetik und Molekularbiologie. Aminosauresequenzen, die sich 
in entsprechender Weise aus SEQ ID No. 2-ergeben, sind ebenfalls Bestandteil der Erfindung. 

[0032] Schlicsslich sind DNA-Scqucnzcn Bestandteil dcr.Erfindung, die durch die Polymcrasc-Kcucnrcakdon (PGR) 
unter Verwendung von Primem hergesiellt werden, die sich aus SEQ ID No. 1 ergeben. Derartige Oligonukleodde haben 
typischerweise eine Lange von mindestens 15 Nukleotiden. 

[0033] Anleitungen zur Idenufizierung von DNA-Sequenzen mittels Hybridisierung findet der Fachmann unter ande- 
rem im Handbuch "The DIG System Users Guide for Filter Hybridization" der Firma Boehringer Mannheim GmbH 
(Mannheim, Deutschland, 1993) und bei Liebl et al. (International Journal of Systematic Bacteriology 41: 255-260 
(1991)). Die Hybridisierung findet unter suingenten Bedingungen statt, das heisst, es werden nur Hybride gebildet, bei" 
denen Sonde und Zielsequenz, d. h, die mit der Sonde behandelten Polynukleotide, mindestens 70% identisch sind. Esist 
bekannt, dass die Stringenz der Hybridisierung einschUesslich der Waschschritte durch Variieren der Pufferzusammen- 
setzung, der Temperatur und der Salzkonzenuradon beeinfiusst bzw. bestinunt wird. Die Hybridisierungsreaktion wird 
vorzugsweise bei relativ niedriger Stringenz im Vergleich zu den Waschschritten durchgefuhrt (Hybaid Hybridisation 
Guide, Hybaid Limited, Teddington, UK, 1996). Fur die Hybridisieningsreaktion kann beispiels weise ein 5x SSC-Puffer 
bei einer Temperatur von ca. 50-68°C eingesetzt werden. Dabei konnen Sonden auch mit Polynukleotiden hybridisieren 
die weniger als 70% Idendtat zur Sequenz der Sonde aufweisen. Solche Hybride sind weniger stabil und werden durch 
Waschen unter stringenien Bedingungen entfemt. Dies kann beispielsweise durch Senken der Saizkonzentration auf 2x 
SSC und gegebenenfalls nachfolgend 0,5x SSC (The DIG System Users Guide for Filter Hybridisation, Boehringer 
Mannheim, Mannheim, Deutschland, 1995) erreicht werden, wobei eine Temperatur von ca, 50 68°C eingestellt wird 
Durch schnttweise Erhohung der Hybridisieningstemperatur in Schritten von ca. 1-2°C von 50 auf 68%" konnen Poly- 
nukleolidfragmente isoliert werden, die beispielsweise mindestens 70% oder mindestens 80% oder mindestens 90% bis 
9^% Identitat zur Sequenz der eingesetzten Sonde besitzen. Weitere Anleitungen zur Hybridisierung sind in Form soge- 
nannter Kits am Markt erhaltUch (z. B. DIG Easy Hyb von der Firma Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutsch- 
land, Catalog No. 1 603558). 

[0034] Anleitungen zur Amplifikation von DNA-Sequenzen mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) findet der 
50 Fachmann unter anderem im Handbuch von Gait: OligonukleotideA: a -Practical Approach (ERL Press, Oxford, UK, 
1984) und bei Newton und Graham: PGR (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Deutschland, 1994). 
[0035] Bei der Arbeit an der vorliegenden Erfindung konnte festgesteUi werden, dass coryneforme Bakierien nach Ab- 
schwachung des lipB-Gens in verbesserter Weise Aminosauren, insbesondere L-Lysin, produzieren, 
[0036] Zur Erzielung einer Abschwachung konnen entweder die Expression des lipB-Gens oder die katalytischen Ei- 
55 genschaften des Enzymproieins herabgesetzt oder ausgeschaltet werden. Gegebenenfalls konnen beide Massnahmen 
kombiniert werden. 

[0037] Die Verringerung der Genexpression kann durch geeignete KulturfQhrung oder durch geneusche VerSnderung 
(Mutation) der Signalstrukturen der Genexpression crfolgen. Signalstrukturen der Genexpression sind beispielsweise 
Repressorgene, Aktivatprgene, Operatoren, Promotoren, Attenuatoren, Ribosomenbindungsstellen, das Startkodon und 
Termmatoren. Angaben hierzu findet derFachmann z. B. in der Patentanmeldung WO 96/15246, bei Bovd und Murphy 
(Journal of Bacteriology 170: 5949 (1988)), bei \foskuil und Chambliss (Nucleic Acids Research 26: 3548 (1998), bei 
/fnnrxx^x", (Biotechnology and Bioengineering 58: 191 (1998)), bei Patek et al. (Microbiology 142: 1297 

1996)) Vasicova et al (Journal of Bacteriology 181: 6188 (l999))-und in bekannten Lehrbuchern der Genetik und Mo- 
lekularbiologie wie z. B. dem Lehrbuch von Knippers ("Molekulare Genetik", 6. Auflage, Georc Thieme Verlag, Stutt- 

f^'j Tonnx ' ^^^^^ Winnacker ("Gene und Klone", VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, Deutsch- 

land, 1990). . 

[0038] Mutationen, die zu einer Veranderung bzw. Herabsetzung der katalytischen Eigenschaften von Enzymproteinen ' 
ruhren. sind aus dem Stand der Technik bekannt; als Beispiele seien die Arbeiten von Qiu und Goodman (.Toumal of Bio- 
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logical ^h^:-"^ %;/7.;,5fe Threonindchvdra.as^^ aus Corynebacrcnu.n gluianncun. Au»^ 

: Lie 7 b ZI vonHaaemann (■•Allgen.einc Oenenk : ^"f ! ^'^^f^^^^ ^^^^^^ in Betrachi. In Abhang.g- 

W rkuna des Aminosaureausuusches aut die Enzy"'^*^"^".^' . oeletionen von inindesiens einen. 
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[0046] Ausserdern kann cs fur die Produkiion von Aminosauren. insbesonderc L-Lysin, vorreilhafi sein. ncbcn dcr Ah- 
schwiichung dcs lipB-Gens glcichzeiiig eincs oder niehrerc der Gene, ausgewahii. aus der Gruppe 

- das fur die Phosphoenolpyruvai-Carboxykinase kodierende Gen pck (DE 199 50 409.1, DSM 13047), 
5 - clas fur die Gliicose-6-Phosphat Isomerase kodierende Gen pgi(US 09/396,478, DSM 12969), 

- da,s iur die Pyru v a i- Oxidase kodierende Gen poxB (DE: 199 51 975.7, DSM 13114) 

- das tur das Zwa2-Proiein kodierende Gen 2wa2 (DE: 199 59 327.2, DSM 13113) 

abzuschwiichen, 

10 [0047] Weiierhin kann es fur die Produkiion von Anfiinosauren, insbesondere L-Lysin vorieilhaft sein, ncben der Ab- 
schwachung des lipB-Gens unerwiinschtc Nebenreaktionen auszuschalien (Nakayama: "Breeding of Amino Acid Produ- 
cing Microorganisms", in: OverproducLion of Microbial Products, Krumphanzl, Sikvta, Vanek (eds.) Academic Press 
London, UX, 1982). 

[0048J Die erfindungsgemass hergesLellien Mikroorganismen sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung und konnen 
15 kontinuierlich oder diskontinuierlich ini batch- Verfahren (Satzkultivierung) oder im fed batch (Zulaufverfahren) oder re- 
pealed fed batch Verfahren (repeliiives Zulaufverfahren) zum Zwecke der Produkiion von L-Aniinosauren, insbesondere 
L-Lysin kultivien werden. Eine Zusammenfassung uber bekannte Kullivierungsmethoden ist im Lehrbuch von Chmiei 
(Bioprozesstechnik 1. Einfuhrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgan, 1991)) oder im Lehr- 
buch von Srorhas (Bioreaktoren und peripherc Einrichtungen (Vieweg Verlag, BraunschweigAViesbaden, 1994)) be- 
20 schrieben. 

[0049] Das.zu verwendende Kulturmedium muss in geeigneter Weise den Anspruchen der jeweiligen Stanmie genu- 
gen. 

[0050] Beschreibungen von Kultumiedien verschiedener Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of Methods 
for General Bacteriology" der American Society for Bacteriology (Washington D, C., USA, 1981) enthalten. Als Koh- 
25 lenstoffqueUe konnen Zucker und Kohlehydrate wie z. B. Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, 
Starke und Cellulose, Ole und Feitc, wie zuiii Beispiel Sojaol, Sonnenblumenol, Erdnussol und KokosfeLL, Fetlsauren] 
wic zum Beispiel Paimitinsaurc, Stcarinsaurc und Linoisaurc, Alkoholc wic zum Beispiel Glycerin und Ethanol und or- 
ganische Sauren, wie zum Beispiel Essigsaure verwendet werden. Diese Stoflfe konnen einzeln oder als Mischung ver- 
wendet werden. 

30 [0Q51] Als Sdckstoffquelle konnen organische Stickstoffhaltige Verbindungen wie Peptone, Hefeexu^t, Fleischex- 
trakt, Malzexu^t, Maisquellwasser, Sojabohnenmehl und Hamsloff oder anorganische Verbindungen wie Ammonium- 
sulfat, Ammoniumchlorid, Ammoniumphosphat, Ammoniumcarbonat und Ammoniumniirat verwendet werden. Die 
SdckstofFquellen konnen einzeln oder als Mischung verwendet werden. 

[0052] Ais Phosphorquelle konnen Phosphorsaure, Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliunihydrogenphosphat oder 
die entsprechenden Natrium haldgen Salze verwendet werden. Das Kulturmedium muss weiterhin Salze von Metallen 
endialten, wie zum Beispiel Magnesiumsulfat oder Eisensulfat, die fur das Wachstum noiwendig sind. Schliesslich kon- 
nen essendeUe Wuchsstoffe wie Aminosauren und Vitamine zusatzlich zu den oben genannten Stoffen eingesetzt wer- 
den. Dem Kulturmedium konnen iiberdies geeignete Vorstufen zugesetzt werden. Die genannten Einsatzstoffe konnen 
zur Kultur in Form eines einmaligen Ansatzes hinzugegeben oder in geeigneter Weise wahrend der Kuldvierung zuge- 
fiitterl werden. 

[0053] Zur pH-Konurolle der Kultur werden basische Verbindungen wie Nauiumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammo- 
niak beziehungsweise Animoniakwasser oder saure Verbindungen wie Phosphorsaure oder Schwefelsaure in geeigneter 
Weise eingesetzt. Zur KonU-oUe der Schaumentwicklung konnen Andschaummittel, wie zum Beispiel Fettsaurepolygly- 
kolesier eingesetzt werden. Zur Aufrechterhaltung der Stabilitat von Plasmiden konnen dem Medium geeignete selekdv 
wirkende Stoffe, wie zum Beispiel Aniibiodka hinzugefiigt werden. Um aerobe Bedingungen aufrechtzuerhalten, wer- 
den Sauerstoff Oder Sauerstoff-haltige Gasmischungen, wie zum Beispiel Luft in dicKultur eingetragen. Die Temperatur 
der Kultur liegt normalerweise bei 20''C bis 45**C und vorzugsweise bei 25°C bis 40^*0. Die Kultur wird solange forlge- 
seizt, bis sich ein Maximum des gewiihschten Produktes gebildet hat. Dieses Ziel wird normalerweise innerhalb von 10 
Stunden bis 160 Stunden erreichL 

[0054] Methoden zur Bestimmung von L- Aminosauren sind aus dem Stand der Technik bekannt. Die Analyse kann 
zum Beispiel so wie bei Spackman et al. (Analydcal Chemistry, 30, (1958), 1190) beschrieben durch Anionenaustausch- 
Chromatographic mit anschliessender Ninhydrin-Derivatisierung erfolgen, oder sie kann durch reversed phase HPLC er- 
folgen, so wie bei Lindrodi et al. (Analydcal Chemisu^ (1979) 51: 1167^1174) beschrieben. 

[0055] Die Erfindung beunfft weiterhin ein Verfahren zur fermentadven Herstellung einer Aminosaure, ausgewahlt aus 
der Gruppe L-Asparagin, L-Threonin, L-Serin. L-Glutamat, L-Glycin, L-Alanin, L-Cystein, L-Valin, L-Methicnin, L- 
Isoleucin, L-Leucin, L-'iyrosin, L-Phenylalanin, L-Hisudin, L-Lysin, L-'lryptophan und L-Arginin, insbesondere L-Ly- 
sin, unter Verwendung von coryneformen Bakterien, die insbesondere bereits eine oder mehrere der genannten Amino- 
sauren produzieren. 

[0056] Die vorliegende Erfindung wird im folgenden anhand von Ausfuhruhgsbeispielen naher erlautert. 
[0057] Die Tsolierung'von Pla.«jmid-DNA aus F.scherichia coli sowie alle Techniken zur Restriktion, Klenow- und alka- 
lische Phosphatasebehandlung wurden nach S am brook et al. (Molecular. Cloning. A Laboratory Manual, 1989, Cold 
Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, USA) durchgefuhri; MethcKien zur Transfomiaiion von 
Escherichia coli sind ebenfalls in diesemHandbuch beschrieben. . 

[0058] Die Zusammensetzung gangiger Nahrmedien wie I^- oder TY-Medium kann ebenfalls dem Handbuch von 
Sambrook et al. eninommen werden. — 
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Beispiele 
Bcispiel I 

Hersiellung einer genoniischen Cosniid-Genbank aiis C. glutamiciim ATCC 13032 5 

[0059] Chroniosoniale DNA aus C. gluLaniicuni ATCC 13032 wurde wic bei Tauch ei al, (1995, Plasmid 33: 168-179) 
beschrieben. isoliert und mil dem Restrikiionsenzyni Sau3AI (Amershain Phannacia, Freiburg, DeuLschland, Produkt.be- 
schreibung Sau3Ai, Code no. 27-0913-02) panieU gespalien. Die DNA-hragniente wurden mil shrimp alkalischer Phos- 
phatase (Roche Molecular Biocheinicais, Mannheini, Deuischland, Produkibeschreibung SAP. Code no. 1758250) de- lo 
phosphoryliert.. Die DNA des Cosmid-Vektors SuperCosl (Wahl et ai. (1987), Proceedings of the National Academy of 
Sciences. USA 84: 2160-2164), bezogen von der Firma Stratagene (La Jolla, USA. Produktbeschreibung SuperCosl 
Cosmid Vektor Kit, Code no. 251301) wurde niit dem Rcstriktionsenzym XbaT (Amersham Pharmacia, Freiburg, 
Deutschland, Produktbeschreibung Xbal, Code no. 27-0948-02) gespalten und ebenfalis mil shrimp alkaiischer Phos- 
phatase dephosphoryliert. ^ . 
[0060] Anschliessend wurde die Cosmid-DNA mit dem Restriklionsenzym BamHI (Amersham Pharmacia, Freiburg, 
Deutschiand, Produktbeschreibung BamHI, Code no. 27-0868-04) gespalten. Die auf diese Weise behandelte Cosmid- 
DNA wurde mit der behandelien ATCC13032-DNA gemischt und der Ansatz mit T4-DNA-Ligase (Amersham Pharma- 
cia, Freiburg, Deutschiand, Produktbeschreibung T4^DNA-Ligase, Code no. 27-0870-04) behandelt. Das Ligationsge- 
misch wurde anschliessend mit Hilfe des Gigapack n XL Packing Extracts (Stratagene, La Jolia, USA, Produktbeschrei- 20 
bung (Jigapack n XL Packing Exu-aci, Code no. 200217) in Phagen verpackt. 

[0061] Zur Infeklion des E. coli Stammes NM554 (Raleigh et al. 1988, Nucleic Acid Res. 16: 1563-1575) wurden die 
Zellen in 10 mM MgS04 aufgenomraen und mit einem Aliquot der Phagensuspension vermischt. Infeklion und Titerung 
der Cosmidbank wurden wie bei Sambrook et al. (1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor) 
beschrieben durchgef uhn, wobei die Zellen auf LB-Agar (Lennox, 1955, Vu :^y, 1 : 1 90) + 100 Mg/ml Ampicillin aus- 25 
plalliert wurden. Nach Inkubauon uber Nachi bei 37''C wurden rekombinante Einzelklone seleklionien. 

Beispiel 2 

Isolierung und Sequenzierung des Gens lipB '. 30 

£0062] Die Cosmid-DNA einer Einzelkoionie wurde mit dem (Jiaprep Spin Miniprep Kit (Product No. 27106, Qiagen,. 
"Hilden, Germany) nach Herstellerangaben isoliert und mit dem Reslriktionsenzym Sau3AI (Amersham Pharmacia, Frei- 
burg, Deutschiand, Produktbeschreibung Sau3AI, Produa No. 27-0913-02) partieU gespalten. Die DNA-Fragmente 
wurden mil shrimp alkaiischer Phosphatase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschiand, Produktbeschrei- 35 
bung SAP, Product No. 1758250) dephosphoryliert. Nach gelelektrophoretischer Aufirennung erfolgte die Isolierung der 
Cosmidfragmente im Grdssenbereich von 1500 bis 2000 bp mit dem QiaExII Gel Extraction Kit (Product No. 20021, 
Qiagen, Hilden, Germany). 

[0063] Die DNA des Sequenziervektors pZero-1 bezogen von der Firma Inviu-ogen (Groningen, Niederiande, Produkt- 
beschreibung Zero Background Cloning Kit, Product No. K2500-01) wurde mit dem Restriklionsenzym BamHI (Amers- 40 
ham Pharmacia. Freiburg, Deutschiand, Produktbeschreibung BamHI, Product No. 27-0868-04) gespalten. Die Ligation 
der Cosmidfragmente in den SequenziervektorpZero-1 wurde wie von Sambrook et al. (1989, Molecular Cloning: A La- 
boratory Manual, Cold Spring Harbor) beschrieben durchgefuhrt, wobei das DNA-Gemisch mit T4-Ligase (Phannacia 
Biotech, Freiburg, Deutschiand) uber Nacht inkubiert wurde. Dieses Ligationsgemisch wurde anschliessend in den E. 
- coli Stamm DH5aMCR (Grant, 1990, Proceedings of the Nadonal Academy of Sciences, U. S. A., 87: 4645-4649) elek- 45 
troporiert (Tauch et al. 1994, FEMS Microbiol Letters, 123: 343-7) und auf LB-Agar (Lennox, 1955, Virology. 1: 190) 
mit 50 |jg/ml Zeocin ausplatdert, 

[0064] Die Plasmidpraparation der rekombinanten Kione erfolgte mit dem Biorobot 9600 (Product No. 900200, Qia- 
gen, Hilden, Deutschiand). Die Sequenzierung erfolgte nach der Dideoxy-Kettenabbruch-Methode von Sanger et al. 
(1977, Proceedings of the National Academies of Sciences, U. S. A., 74: 5463-5467) mit Modifikadonen nach Zimmer- 50 
mannetal. (1990, Nucleic Acids Research, 18: 1067). Es wurde der "RR dRhodamin Terminator Cycle Sequencing Kit" 
von PE Applied Biosystems(Product No. 403044, Weiterstadt, Deutschiand) verwendet. Die gelelektrophoretische Auf- 
trennung und Analyse der Sequenzierreakdon erfolgte in einem "Rodphorese NF Acrylamid/Bisacrylamid" Gel (29 : 1) 
(Product No. A124.1, Roth. Karlsruhe, Gennany) mit dem "ABI Prism 377" Sequenziergerat von PE AppUed Biosy- 
stems (Weiterstadt, Deutschiand). 

10065] Die erhaltenen Roh-Sequenzdaten wurden anschliessend unter Ahwendung des Siaden-Programpakets (1986, 
Nucleic: Acids Research, 14: 217-231) Version 97-0 prozessien. Die Einzelsequenzen der pZerol-Derivate wurden zu 
einem zusammenhangenden Contig assembliert. Die computergestutzte Kodierbereichsanalyse wurden mit dem Pro- 
granmi XNIP (Staden,' 1986, Nucleic Acids Research, 14: 217-231) angefertigt. Weitere Analysen wurden mit den 

. "BLAST .search pro grams" (Alti^chul et al., 1997, Nucleic Acids Research; 25: 33893402) gegen die non-redundant Da- 60 
lenbank des "National Center for Biotechnology Infomiauon" (NCBI, Bethesda, MD, USA) durchgetuhrt. • . 

' [0066] Die crhaltene Nukleotidsequenz ist in SEQ ID No. 1 dargestellt. Die .Analyse der Nukleoddsequenz ergab eih 
offenes Lcscraster von 804 bp, welches als lipB-Gen bezeichnet wurde. Das lipB-Gen kodiert fur ein Polypeptid von 269 
Aminosauren. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<11C> Degussa-Huis AG 

<120> Neue fur das lipB-Gen kodierende Nukieotidsequenzen 
<130> 000049 BT 

<140> 
<141> 



<160> 2 
15 <170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1200 
<212> DNA 

<213> Corynebacterium glutamicum 

<22Q> 
<221> CDS 
25 <222> (200) . . (1006) 
<223> lipE-Gen 



30 



35 



<4 00> 1 

atcgcgarcc gtcagatggt cttcctacca ctgacctacg" accaccaggt tgtagatggc 60 

gcagatgctg gtcgcttcct gaccaccatc aaggaccgcc ttgagaccgc taacttcgaa 120 

ggcgatctgc agctctaaga tctctgcaag ttaaaaccgc cactcccctt tcactgggga 180 

gtggcggttt tgtcgtttc atg cat gca gtg tgt gac tta tea acc ttg tta 232 

Met His Ala Val Cys Asp Leu Ser Thr Leu Leu 

1 _S in 



5 . 10 

^ ggg eta ggg tgg ata tet ate atg act gea cca aga gat cct ttt ttc 

Gly Leu Gly Trp lie Ser lie Met Thr Ala Pro Arg Asp Pro Phe Phe 

15 2.0 ' . .25 



280 



45 



50 



ccc rgca gat ctt tct ate cge geg tet gca gag ccc att gaa att eag 328 
Pro Ala Asp Leu Ser lie Arg Ala Ser Ala Giu Pro lie Glu lie Gin 
^0 35 40 - 

egg ttg ggt ttg. ate gat tat caa gag gee tgg gat tat caa gea gag 376 
Arg Leu Gly Leu He Asp Tyr Gin Glu Ala Trp Asp Tyr Gin Ala G^u 

45 50 . . - 55^ ' . " 



ctt get ace cgt agg get aat gat gaa arc ccc gat cag .etg cct act 4:^4 
Leu Ala Thr Arg Arg Ala Asn Asp Glu He Pro Asp Gin' Leu -Leu He 
55 65 - - • . . -70 - ■ 75 

ttg gag cac ccg ticg gtg tat acc gea ggt _aag' cgc acc cag ccg gaa 479 
Leu Glu His Pro Ser Val Tyr Thr Ala Gly Lys - Arg.Thr Gin Pro G^'u 
. 80 . . : 85 90 

gat ctt ccc acc aac gga etg ccg gtg ate- aat' get gat cgt get qat 5^0 
Asp Leu Pro Thr Asn Gly Leu Pro Val He Asn Ala Asc Arg GVv G?y ' 

95 - 10b . : 105;' • - * 



60 



DE 100 42 739 A 1 

cgc ate acg 'tgg cat ggt cct ggc caa ttg gtg ate tat ccg ate ate 
Arg lie Thr Trp His Gly Pro Giy Gin Leu Val lie Tyr Pro lie lie 
110 115 120 

aaa tta gcc gat ccg ate gat gtg gtt gat tac gta aga cgc etc gag 
Lys Leu Ala Asp Pro lie Asp Val Val Asp Tyr Val Arg Arg Leu Giu 
125 130 135 

gaa gcg etc ate caa gtt gtc ggc gat atg ggc gtt gcc ggc get ggg 
Glu Ala Leu lie Gin Val Val Gly Asp Meu Gly Val Ala Gly Ala Gly 
140 145 150 155 

cgc att gat ggg cat teg ggt gtg tgg gtg cca get cat gat ggt tgg 
Arg lie Aso Gly Arg Ser Giy Val Trp Val Pro Ala His Asp Gly Trp 
160 165 170 

gtg gac age aag grt gcg gcc ate ggc att cga ata act cgt ggr gtt 
Val Asp Ser Lys Vsl Ala Ala lie Gly lie Arg lie Thr Arg Gly Val 
175 180 185 

gca atg cac ggt gtg gcc ate aac tgc aac aac acg ttg gat ttc tat 
Ala Met His Gly Val Ala lie Asn Cys Asn Asn Thr Leu Asp Phe Tyr 
190 195 200 

gag cac ate att ccg tgt ggc att get gat gca ggc ttg age aca etc 
Glu His lie lie Pro Cys Gly lie Ala Asp Ala Gly Leu Ser Thr Leu 
205 210 215 



teg ate cgc gca ttg gat gat get ttg get ggt egg ctg gtt gtt tct 
Ser He Arg Ala Leu Asp Asp Ala Leu Ala Gly Arg Leu Val Val Ser 
240 245 250 



566 



616 



664 10 



712 



760 



808 



856 



teg agg gaa ctg aaa agg gac gtt tea gtt gag gaa tta gtc gag cca 904 
Ser Arg Glu Leu Lys Arg Asp Val Ser Val Glu Glu Leu Val Glu Pro 
220 225 * 230 235 



952 



egg ggg tagtacgagg aattttgtcg gtggggcgcc tcgttgaagc gaagtagagc 1056 
Arg Giy 



15 



20 



30 



35 



gat cat tct ttc ggc age gcg ccc gac cca act aag aat etc cct aaa 1000 
Asp His Ser Phe Gly Ser Ala Pro Asp Pro Thr Lys Asn Leu Pro Lys 
255 260 265 



45 



cgattgeaga atcggcggaa tgagaegteg aaaagcgttt aagcttteec taaaaatatc 1116 
actaactcga aagatgtaag gttgcatttg tgactatcgc acetgaagga cgacgaetge 1176 50 
tacgcgtcga agetcgaaac tcag 1200 



<2i0> 2 . 55 
<211> 269 

<212> PRT 

<213> Corynebacierium glutamieum 

<400> 2 ^ 
Met His Ala Val Cys Asp Leu Ser Thr Leu Leu Gly Leu Gly Trp He 
1 5 ■ 10 . 15 

65 
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Ser He Met Thr Ala Pro Arg Asp Pro Phe Phe Pro Ala Asp Leu Sfer 
20 ' 25 .30 

He Arg Ala Ser Ala Glu Pro He Glu He Gin Arg Leu Gly Leu He 
33 40 45 

Asp Tyr Gin Glu Ala Trp Asp Tyr Gin Ala Glu Leu Ala. Thr Arg Arg 
10 50 55 . 60 ' 

Ala Asn Asp Glu He Pro Asp Gin Leu Leu He Leu Glu His Pro Ser 
65 70 75 80 

15 Val Tyr Thr Ala Gly Lys Arg Thr Gin Pro Glu Aso Leu Pro Thr Asn 

85 90 95 

Gly Leu Pro Val He Asn Ala Asp Arg Gly Gly Arg He Thr Trp His 
20 105 110 

Gly Pro Gly Gin Leu Val He Tyr Pro He He Lys Leu Ala Asp Pro 
115 120 125 

25 He Asp Val Val Asp Tyr Val Arg Arg Leu Glu Glu Al:i Leu He Gin 
130 135 140 

Val Val Gly Asp Met Gly Val Ala Gly Ala Gly Arg He Asp Gly Arg 
145 15:0 155 -160 

Ser Gly Val Trp Val Pro Ala Kis Asp Gly Trp Val Asp Ser Lys Val 
165 170 175 

35 Ala Ala He -Gly He Arg He Thr Arg Gly Val Ala Met His Gly Val 
180 185 190 

Ala He Asn Cys Asn Asn Thr Leu Asp. Phe Tyr Glu His He He Pro 
195 200 205 

40 

Cys Gly He Ala Asp Ala Gly Leu Ser Thr Leu Ser Arg Glu Leu Lys 
210 215 . 220 

Arg Asp Val Ser Val Glu Glu Leu Val Glu Pro Ser He Arg Ala Leu 
225 230 235 240 

Asp Asp Ala Leu Ala Gly Arg Leu Val Val Ser Asp His Ser Phe Gly 
245 250 255 

50 

Ser Ala Pro Asp Pro Thr Lys Asn Leu Pro Lys Arg Gly 
260 265 . 



55 



Patentahspruche 



L Isoliertes Polynukieotid aus corynefomien Bakterien, enthaltend eine fur das lipB-Gen kodierende Polynukleo^ 
tidsequenz, ausgewahii aus der Gruppe 

a) Polynukleoiid, das mindestens zu 70% identisch ist mit eincni Polynukieotid, das fur ein Polypcptid ko- 

diert, das die Aminosauresequenz von SEQ ID.No. 2 enihalt, 
60 h) Polynukieotid, das fiir ein Polypeprid kodiert, das eine Aminosauresequenz enthalu die zu mindestens zu 

70% identisch ist mil der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2, 

c) Polynukieotid, das komplementar ist zu den Poiynukleoiiden Von a) Oder b), und 

d) Polynukieotid, enthaltend mindestens 15 aufeinanderfolgende Nukleotide der Polynukleotidsequenz von 
a), b), Oder c), .: 

65 wobei das Polypeptid bevorzugt die Aktivitat der Lipoprotein-Ligase B aufweist. 

2. Polynukleotide gemass Anspruch 1, wobei das Polynukieotid cine in coryneforracn Bakterien rcplizierbare, be- 
vorzugt rekombinante DNA ist. 

3. Polynukleotide gemass Anspruch 1 , wobei das Polynukieotid eine RNA ist. 
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4 Po,v„u«.oH<, .n,p™c. 2. d,= NuMe,„...„.<,u». wi= in SF.Q ID No. , 

5' RcplizierbarcDNA gemass Anspruch 2 

g> ti^tSS s;«^rlc'*rS$,^ in-;.* <<„ D.8=n.r„ion <,o, 8=n...»hen ^ 

m» " "St S.,»=nz. die ™. den z. den Scq.cn^n (n Oder (ii) ko,„pU„,en*cn Se,nc„»>n hybn- 

disieru und sesebenenfalls 

6 vSi"''iSrA:l~;n^^^^^^^^ HyWdi»=™ng nn.r eincr Suingen. en.prc 

f S;rj£S£,n'cn"i:=n^^^^^^^^^^ =. »' -^'vpep-id .odi... d„ die in SEQ ID No. 3 d«,.,.=„. 

Aminosauresequenz enthalt. -c ^ho^Qrhwachr bevorzuet ausaeschaltet wirrt. 

I ^SrrHt=n;\ri:SiS™,rpS;::^^^-Lvs,„.=d,dn ,e.o„n„ichne.. d.. „,» lo,- 

'^^^'f^™— "S die g=w«n.d,.= L-Aminosaure produsierenden co^efonn.n B.terten. i„ d=™n m>n 

S t°nSh?™S;?:™1S:.»^.Bs to Medium ode, 1„ den Zeile„ de, B.Kunen. nnd 

,0 ^rf^nTen^l-Ar^SSTd^-l. g.Uennz.ichneu d.. B.^jnen .in».zu in denen ».n 

pcptids hcrabsctzt. fur das das Polynukicotid hpB k^'<="- Herstellung von L- Aminosauren, ins- 

E,:s:srisi,-^s'r^rr"in'^^^^^^^ „ 

14'^ das fur die Triosephosphai Isomerase kodierende Gen ipi 

14 i das rur die 3-Phosphoglycerat Kj"^ l^°*"''"^tnHte«& Gen zwf " • " 

14 5 das fur die Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase kodierende Gen zwt, 

14.6 das fur die Pyruvat-Carboxylase kodierende Gen pyc 

14 7 das fur eine feed back resisienie Aspaitatkinase kodierende Gen lysC, 

\a I das Sr die Malat^Chinon-Oxidoreduktase ko^erende Gen mqo, 

14 9 das fur den Lysin^Export kodierende Gen lysE 40 

14 10 das fur das Zwal-Protein kodierende Gen zwal 

;r?crfah\r?SSSt dadurch gekennzeichnet. dass man gleichzeitig eines oder mcluere der Gene. 

15 ^ das fur die Glucose-6-Phosphat Isomerase kodierende Gen pgi. 
15'^ das fur die Pvruvat-Oxidase kodierende Gen poxB 

„ ^^tnTeS?:~ SSirrae';r^^erntW ."-H ,e^„»io.„e. ^ 

Anspruchen 1 bis 4 als Hybridisierungssonden emsetzL 



45 



50 



60 



65 



11 




- Leerseite - 



